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* «*4 ****** * ^» * o1 *** 
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o. ejaj*^ oJ-S} ^o] 3L*V *r 

£ 1. 
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022 

a* * ^* * * ljMh ^ {Inhibitor of ^ iogenesis ^ kit 

for treating cancer comprising the inhibitor} 

£ 1* * 4« Bfl^o Hm ^^^(TAPS) +4* AA O.luM, luM, 2uM 

« 5uM ^« * 4M W W « *M ^14. 

£ 2^ * ^ TAPS -M* ^ O.luM, luM, 2uM * 5uM *M«r * 4*4 4* 

^ofl 44 *s444Ms***« «■ *<M huvec W 4* 

E 5 ^ « f«4 4* ^Wlt^^^J *fr -M* ****** 4* ^ 

(migration)^ <W4fe *V*M^. 
(migration)^: WRr 3* *Wfl* 



24-5 



2003/12/8 

L020i 16022 




l«,<32, -SMI* "S^l ' 

« ****** «W* * ^» aw * *« 

*W ,,**H ^* ^, 4*M **• ^ *«■ ^ 

«.l «* ** **** * « * **** ** * *° H 

«* *8*1 *a« **** ***** *** *" Wf 

4 *« «« ^?7> a«4a «WW **** 

ig»«<M .i**w **** W 

» * ***** ** * * 

. o, „ 7H * 1*1 *M ** *« o1 * 

Mo, -171* W «+« *** A,717V 

o, „ 7Ht 7,*W 4**1 7,S* 

as, «<8*H MMP-2(Matriimetalloproteinase-2), 
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MMP-9(Matrixmetalloproteinase-9), uPA(Urokinase type plasminogen activator)^ 0 ! ^7}^}JL 

^Jl^ 3r<H*r^ PAI-KPlasminogen activator inhibitor-1) , TIMPCTissue 

inhibitor of metal loproteinase)^-°l ^hh^-fe ^<>1 *lH9^h zlb]jl p^1^ S ^ 

o^&| 7 r *| ^#^3 <*H*ll* *V8-«H 2^*1 7>^S.S 

-fKEtr^r. o}^^ ^flJL^Sfe ^^SSBfloHK Serine 

Protease)*}- ^]H^^m^H^M^KMMPs)7} SX 1 ^. °)^& ^S4i7> M]3.$\ 7]^ 

-§• ^r^fl^rfe J^^^l^i uPACurokinase type plasminogen activator )fe -H-e^tf] i^^fl 
(plasminogen)* ^^(Plasmin)-^ 5L <?H]3E *\ 2i^(f ibrin) , :&|±LJL^€ 

(Fibronectin), 3] ^^(proteoglycan) , ^l\i(Laminin)^- ^^]JL, -f-eMl^l 
(Collagenase)* €^^1^ ^1*1 31 ^r. ^vj- uPAfe PAI-l(plasminogen activator 

inhibitor-1)^] 2]*fl ^^SlJE.S. o]» o].g-§}.^ oJ-^l^E^ ^ #0)^-%- ^ 

7]tfl^rq-. 

<12> ^Afl^H^ MMP-2*|- MMP-97 r i)^ &i=r. MMP-2-fe <£M05.^ Afl5.**H ^*fl 
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^ W t ol„ * ^ * « 'WW* ° w « s ° J£7> * o1 5 " ■ 

* «H *i« ^ ^ ,a °« Al ***** 

4« «« «* ^(Monoclona! antibody)* WW 1* 

(bFGF, VEGF, TCF-b*)* «« ***** ^* * »* 3, * W - 

> « 4 «« W **** * 

m aM <»* **• **■ **• * o1 * * *** 

<u« ««w »<w ^ *« *° l7> ^ *** **** ^ 
16 > ***** *** «-i ** 01 ** ***** ** 

«w «tm* ******* * *«■ i ■*+ ^ ** (Target)7> 

om^os. * »s «W1 ^* «* *ls*** *« f » 

* -MM*** ***** **** **' * 

AJ^^4) ^ol *7wa ****s A>« ^ 5*4. 
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«*«) *«■ * 

*«* 1M ««1 * **** ** 

^ s.^ O.S. ^-3. SW- 

, w * «*., «*«** **** 

s> a*. * **4 4* * *** ***** 

l9 > *7l* * **+ *** * * AVa *"* * **** ** * 

2 o 4JL+ Sft*W. *>1 **** ***** * 

*> ^7R> * „«« *71 *«** **** ****«!. *«™ 

^,jo S oi^« -M* «M <>UM ■****!* 

<22> o 1§> * W ** ****** * *» *** * W W * ^ ^ 
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H^Hl^^|S.^al^l(Tetraacetylphytosphingosine)c>l 41^^^ ^-§- ^*K3L 
Si^l] ^fltfl ^ v))3i)4^(HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell) *fl£*r^ 
(Migration)* 3*|*H ^ €^ ^ 3^ ^St^ 

<24> ^W°<HH^ %^Ajp3£r ^isofl <3<S-g-^ ^^}<*| «a-4^7> #^«| ^^5-^- 

^"frft ^^-g-^ 7]S] &* ^^.S. # *]JL^ JL3}-» ^71^ ^7>A]^ ^O.S 

<2S> ^JlX|ll(Sphingolipid)£r M]SL ^ -i! 3131^1 ^©r^ ^15.^ ^(Proliferation) 
4 ^-(Differentiation) ^ ^^(Apoptosis or programmed cell death) 0 )] ^-§r *r 

l-^S. ^ Si**. 4^P>o]^(Ceramide)^ ^Jl*]^ ^Jl^l 

(Sphingosine) 71^ *]lKKFatty acid)*] N-^(N-acylation)^^°] $1^ t 2 -^* 

7V^1j1 $X^, TNF-a, Fas^s] ^Jl» ^:2*H^( Sphingomyelin)*^ -g^^*! 
s\o) -tl^^^o) 2 *r #^* r (Second messenger)^ 7l^^c] £x$°. ^^^J^-cf. ^ 
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102oJ?%022 

te tw WtwiCMtoM «M X»<M ****** 

* ^^^(Spfaingosine kinase)«1 44 ^aAj-i-^CSphingosine-l-phosphate)^ 

» 4««M .lfc ^MO-yaseH m * **** 

*S* * E *M(Apoptosis). rtWM » fe «3Ml-l-«*e: 

^ „ w **** *i*r* *^ **• 
4 4*4 *H I*** +«*" W47V ***** 

4I3L43 4|«q.P>°l£4 <** f?MS =.V«-SAli(Apoptosis)S -B-s*H= * 

^4- * W * A >* ***** *^ 4 ^° V 

4 *k. 1s « «W) ****** 0,21 * 

=W 44 3e«*te *** * £ 

«1E <MSi* -WM^a. 3^3- fl<*. 

7 > sa^. Mil * 

01 * + m. a <« iw*" **** ^ l5Vn>o1 - ** 01 ** * 

4 W44 *isM(Ceramidase inhibitor)* ******* *«* a t' 7 l l +- 

MS (Di.,ethy.sphingosine)4 «* i^^l^ *< 3Ml01 
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^-i-**^ **** ** **** 

, *«m *>i ^ *i w AJ3L * ***** * 

*** ***** ***** *"» *** * Vfe 

(SPC:sphingosinephosphorylcholine)ol ^ *l-rr«fl tt* *-_h- 

*W W f «** ***** ^ ^ 

^(Migration)* **** M^.^ «»^** 

» -im^aa* "»^ a *** " 

A>(Apoptosis>^lfe 3* *«1 

|£ , WEiV4 N-oWMS^J. ^W4^^^J. C6 -M-Wl*. 
C8 3^S4^V»1S ?H^^>°lS(HaCat : Keratinocyte), a|«S»^&a 

(Fibroblast), CH0(Chinese hamster ovarian cell), HL-60(Human leukemia), 
BlSFlOOtelaaocyte cel. line), D937(Monocyte)* W * A539 : 

1« cancer)^ **** *** " 

44*144 C (Protein kinase C) « ^« D (Phospholipase D)» *** » 
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7*w *w *• w ' ^ " 

* w« * a*. »* *w ** * ,s ** ** 

o14 ^ 7l ** **« W» *«*■ **** * 

*T 0.0! ^« 4* X* 2000 ^ ">**•* " 

*| 2.5mg/kg/ < ^ <: 'l^- 

, * 1+^** *^ **** * **' 

»«[«*: Remington's Pharuaceutica, Sciences, Utest edition, by E.W. Martin (Merc. 
Kb,. Co., Easton, MM* * «*" **** ^ * 

M , a*. **** ** ^ * w M 

* «1* «. * *** «M •* * AW Et ****** 

» *«**W **. W **** *«• ^ ^ ^ * 

+4 ,44 **. <■*. *<■ **■ 3 *- 

^4 W. * «M- ** ° H **** 

*** -M3*«* M **** ^ **• 

• «w« w *** <w«. **• DV ^ ^* 

W. ****** »«>». =^ 

* +* 010,1 
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L020g^022 

„ *^ 1?171 

#n aw. w*. «m* *«. ph ** ** 

w ^ *«* w ^ sw. .u« •»* * m 

* *w * **** 

„ 0.001**. 4-1 ^W*^^^* *H -»W. o.ooi 

^ *nm *** ° ,8>a ^* 01 * fe 

. , „,j,,j« os.oi.sl el* ■8'S*H-, *^ 

4 **» ****** WW*-I***;WH **** * AH 



;37> 



<^aH i: #*|*l**11i<In vivo wound healing assay) »M>> 
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022 

& ^ New Zealand White £*l(*l* 2.0 Kg)5 *>*«h*4. 

*<|a5(«l:a<4llW ^ 0M BSACbovine serun albumin) 

PBS*«UBSA-PBS **)* ^adSiaWW**). 

^ (tetraacetyl phytosphingosineX^HD ^ «*** 

**)** W ^ 0.1 * BSA-PBS-M* W 

(water sonicator)* ^-(vortex)* ^(coupling)* XI* * « » 

* +44 *^ *N CWM^ 3 * 1 4 * 

«*M *W o.i. i. 2, sdM *4« * = »ia*> 

*4. 4« *** -4«*7H *l** ^ 0, " H * 

( k et»ine : 3-4 .g/Kg) «M <W» * « «* *** 

44 «W* Ml <W 70 * * 

tf W 6 » *W>* **1 (Stiefel^V, W«i W * * « 

*» 30 - 50 4£4 4* ** ^ * 1S * 

a* 33 *M * Cathereep (Nichiban Co., "8* a7 ' at * * 

*W WW *** ^Kcrust) 44* ^1«<». ** 2 x 2 *a 

a **fr Afi«r3. Blastopore (Nichiban Co., «* **>» ^* * 
ft 4 st ,«*«c«*><M 48-1* *°fl* 2* *** «*», 

« * 4«44 8«M« **» E*W **** 
3ft 10 * IS«»S 48*1* *3ft * * AJ 

o a tvos * V * * *M **«*• ^ s -^ *** ^ ^ 
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J, *WM ^(hematoxylin * eosin) «4* «H «* ' 

» Massons Trichrome «4* <M«W 

ulm«}5i4. 

2:3 « D 1^ 4°laS»Wocular micrometer)* 

o W ^(caUbration)* -W24. ^ 4* 4 *W «* ** 

*• diAl ^^.-5^ Scion Image for Windows iEE^fl^t °1 
^ df. (C) 2000 Scion corporation^^ *llo«r*- ^cion image 

♦«M 4*4 ow„ «1» ^ 

m ***** «M» ***** * * **• «* ^ 1 " **** 3 

^ w ^ **** W W * *-w *°v n ^ -i« 

44-1 *** 4*4*4 ^ *4 ™* *** 

* Bl m^, **« «M1 «** *«M (1004) «W1 *** 

^ *4 V **» >M ««* 4*W **» *'"* 

a * *4 H 4*1 **• *=* ^ 

„ ()W * eschar)4 »* * *M " 

a, «* 4*e « *W1 ^ T ^ (paired studen '' s ' 

test)* 4*«M =«* SI ' E, « IH 
<40> £ 1* * «*4 -I* ^ Hat * M «W«*« *^* ^ °- luM ' 1UM ' ^ * 

0 lu « 4« W «M<M. T-l-4, T-2-4 « T-5-4* TAPS. *4 1* 2uM * 5* 
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£ 2fe £ « 4<4 | S)« TAPS 44 O.luM, luM, 2uM « 5uM * 4°J*il 

4« *. T-0.1-4, T-l-4, T-2-4, T-5-4fe *4 O.luM. 1A 2uM * 5u»4 

taps* W 4<W« 44* 3°14. = « 44 3*1. * **« 

TAPS *«H *4 ^3)21 <S3* 4*^-1^ * ^ 

*Ctetraacetyl phytosphiagosine, MFS>«MH> *44l *M ^ »a 4?14 41 

-a«« * m«3 ^4 *°> ^ * 4 ' 
i3> is. D 





w|jao||i 1 
(■g-^ t(|25) 


STSCSII7TSPC 

(5uM) 


(5uM) 


(5uM) 


ilX|o||i:TAPl» 
(5uM) 

76% 




100% 
p 100% 


151% 
| 148% 


112% 
106% 


212% 
96% 


31% 



* ^^i-i€^^(sphingosinephosphorylcholine, SPC) olfco^ 7>* ^ * 
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<^H 2: 4« » **** W1S> 

^ € ^ WK*™* °- 4S D>013S01 

ru 5>so] (stopcock)^ ^^W*- 

B] ^5.^ ^(micrometer mil ipore filter). «iH rf« -. 

PBSS. * #^7flvflol^(collagenase) s 

\ axq / 1 r\ i\oa °>2l #el-7fltllo"ls(collagenase) -M* 

€ .o 1 ^ ^^(heparin) -M (lOnl)^-S « »«rn 

Eo^J ^5L» 1500 rpm^-S. 5^f^tld -r 

^ M199 » W 5 ° H ^ ^ 5 ^ * 

„ ***** balanced) & * 

*W» ***** 371S ** 3 "" **** 

• ... , Ohio USA )«M « * W* «* ^ ^ 

Scientific, Inc., Ohio, u.&.a.^hi-h t- 
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^Wllt 0.25 % 0.02 % EDTA 3-5^: # ^ 

<4S> ^]3L^] tfltb s-^ ^ ^#¥3 wJ-ifH ^^nf. 

<49> zj-^ ^]3£ 0.5 % 3.%% ^ <£^*H *J|3E*r« ^ 96 

^ ^ejjolH^ ^ l°fl ^ £^ 2^-B) Sfl^ HflxH 

^li*^- 180 ul^ ^ 37S ufl^7] 12-24*1 ^ ^1^1^ 

1- tifl^ofl^ 10% o] 20 ul^* ^7>^ EflS^oll^- PBS» ^7}*} S3 4. 2^^r ^7 r 3. wfl 

W ^ PBS (pH 7.4)3. 5 mg/ml7> MTT -g-^ 40 ul» ^7>^-Jl t^-X| 4Al^«?> 

37£ afl<^7l vJW*] Bfl^sV^cf. n ^ -I-slHH» 1500 rpm^-S. 10^: # €4J ^ 
ofl^- ^Ti^l-JL H^MH^ ^(multi-channel pipette)-2-3. 100% DMS0» 150ul» 7}^ ^3] 
o]B 5L«}-7] (plate shakerH*| ^ir<>| ^rSX^}. ^l^S. ELISA ^7"| (reader) 3. 540nnHH 

<50> l^sj^lisl m^^^l^^r ^ ^ AS. ^}S r £th 

<5i> ^ ol-g-sfl^ fflHsl€(niatrigel)^: *f|*rW. -f*! -§-^£ ^ 

-tr--§-^ (acid-soluble) Porcine type I M%$. (3.0 mg/ral), 5x DMEM, ^^(0.05 N 
NaOH,2.2% NaHC03,200 raM HEPES)# 7:2:1^ ^sfW ^ ^ 24 H ^.96 € (100 

-300 fdVA *Hr^ * 37£ ^-^7lvflofl io^ ^S. S^o] f^s^ polymerization)^ 
*\ ^ ^-i-SS^r. Q*} «fl°<Kprimary culture)*H 7]£ HUVEC (?IH (passage) 5 

*r-§-^)* 3751<HH PBSS. ^ S^/EDTAS. ^<H^ ^, € ^ 

4-6 x 10 4 ^1^7> ^3-, 12 - 18 Al^o> ^ 7 >S. afl^^ci-. ^ 5- 3 ^ 

4ofl M-ErM- ^cf. 
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* Ml ^ ************ ** *** ^ *** ** ** 
**• *W ntel*. * 3«fl 5* TAPS *sl«M 4^ 

. £ 4fe s H4 •* <MWM 

t3>5q- =gol, floi ^ Bfl^HCTube formation test)4l*U TAro-H 3r u 

, ^ = - oiori luM^ *2E4Mfe 7\2\ « 



4> 
5S> 



<<a*H 3 •• WiflM^ (migration assay)> 

B«&* ^l*JCTranswell membrane^ 0.2% a** * 12AR> 

******* **1 * +«W « O.luM, luM « 

(migration)* » = ^ * ™« WWW* 

M ol •W.igration)* **** = 6 

i £ 7<M ^ *>1 TAPS^ ***** 
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<&A-- 2003/12/8 
**m TAPS4 ^ * •""* * 

„» * «t * su*. ^ 
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43' 

*3*1 »«M. ^ **** ^ * 71 

swm*. C8 was*. <*w*«i. * ^ aiJ ^ ^ 
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[H 6] 

(a) OS 



(b) TAPS QJuN/J 



(c) TAPS juM 



(d) TAPS ajM 



L J- 'J 

140 


HUVEC^I o|§ 




120 

tH 60 
^ 40 
20 
0 
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Contrc 


>| O.luM 

TAPSSl fei 


1uM 5uM 
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